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AG    Antigen 
AK    Antikörper 
BD    Becton Dickinson (Firmenname) 
CD    Cluster of Determination 
CML    Chronisch Myeloische Leukämie 
CVID    common variable immune disease 
DGTI Deutsche Gesellschaft für Transfusionsmedizin und 
Infusiontherapie 
DLI    Donor Leukocyte Infusion 
DMSO   Dimethylsulfoxid 
EBV    Epstein-Barr-Virus 
EDTA    Ethylendiamintetraessigsäure 
EKG    Elektrokardiogramm 
FCS    Fetales Kälberserum 
FITC    Flourescein isothiocyanate 
G-CSF   Granulocytencoloniestimuliernder Faktor 
GvHD    graft-versus-host disease 
HIV    human immundeficiency virus 
HLA    human leukocyte antigen 
I.E.    internationale Einheit 
IFN-γ    Interferon-gamma 
IL-2    Interleukin-2 
KMT    Knochenmarkstransplantation 
MHC    major histocompatibility complex 
MNC    mononuclear cell 
NK-Zelle   Natürliche Killerzelle 
PBPC    peripheral blood progenitor cells 






PBSacid   phosphat-bufferes saline with 0,1% sodiumazide 
PE    Phycoerythrin 
PerCP   Peridinin chlorophyll protein  
PerCP-Cy5.5  Peridinin chlorophyll protein cyanine 5.5 


















Die vorliegenden Arbeit untersucht in der ausgewählten Fragestellung die möglichen 
Auswirkungen auf das Immunsystem von Personen, die sich einer Zytapherese un-
terziehen. Da das Gebiet der Apheresetechnologie eine stete Entwickelung zeigt und 
die Zahl der Anwendungsgebiete steigt, gilt es,  mögliche Folgen nicht nur für den 
Empfänger der Aphereseprodukte, sondern auch für den Spender zu untersuchen. 
 
Die Apherese (vgl. griechisch φέρεσθαι: sich fortbewegen [1]) als Möglichkeit zur 
Auftrennung von Vollblut in korpuskuläre Elemente und Plasmabestandteile weist 
eine  etwa 100jährige Geschichte auf. So gab man 1902 in Frankreich zum ersten 
Mal einem Blutspender nach Entfernung des Plasmas die roten Blutkörperchen zu-
rück [2]. 
Eine Reihe von technischen Fortschritten ermöglichten die kontrollierte Trennung von 
Blut in seine Bestandteile. Plastikbehälter statt Glasflaschen und die ex-vivo-Zentri-
fugation stellen solche Entwicklungen dar. Einen weitverbreiteten Einsatz der Apher-
ese verhinderte aber vor allem der große Reinigungs- und Sterilisationsaufwand. 
Wichtig wurde die Methode mit dem Aufkommen der Chemotherapie in den 1960er 
Jahren; sie brachte die lebensbedrohliche Nebenwirkung der Knochenmarkssup-
pression  mit sich. Die Anämie war mit roten Blutkörperchen, die man transfundieren 
konnte, gut beherrschbar, doch blieb der Therapiebedarf für die Thrombozytopenie 
und Leukozytopenie. Noch in den 1960er Jahren setzte man die Plättchentransfusion 
sparsam ein, da man eine Immunisierung des Empfängers befürchtete [3].  Um eine 
ausreichende Plättchenzahl zu erreichen, wurden nämlich die Thrombozyten 
mehrerer Spender gepoolt. Man mußte eine Methode entwickeln, um von einem 
HLA-kompatiblen Spender genug Plättchen zu gewinnen und sie einem ent-
sprechenden Patienten zu transfundieren. Dies gelang mit unterschiedlichen Ge-
räten, die alle durch Zentrifugieren die Blutbestandteile trennten und spezielle Zell-
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Zunächst wurde das Zentrifugieren noch als separater Schritt der Apherese durch-
geführt; später wurde die Zentrifugation in den direkten Blutfluß integriert: vom Spen-
der über die Zentrifuge direkt zurück. Es erfolgte eine Aufspaltung in Erythrozyten, 
buffy coat und Thrombozyten nach ihren physikalischen Eigenschaften. Durch 






















Abb. 1: Auftrennung der Blutbestandteile durch Zentrifugation  
 
Beide Prinzipien, die kontinuierliche (stete Entnahme, Aufspalten von antikoagu-
liertem Vollblut und Rückgabe nicht abgesammelter Bestandteile) und die diskontinu-
ierliche Separierungsmethode (abwechselnde Sammlung und Rückgabe der Blutbe-
standteile), sind bis heute aktuell und im Einsatz. 
Man konnte so ausreichend Thrombozyten gewinnen, und die hämorragische Dia-
these trat als Todesursache bei Knochenmarksuppression immer mehr in den Hinter-
grund. Daran starben zwischen 1965 und 1971 ca. 11%; die Infektion blieb mit 69% 
als Haupttodesursache zu bekämpfen [4]. Die dazu notwendigen Granulozyten 
konnten zunächst nicht den Plättchen ähnlich angereichert werden, da beim Gesun-
den nur 20% im Blut zirkulieren. Um eine effektive Zellzahl zu erreichen, setzte man 
zunächst Produkte von CML-Patienten ein. Die Sorge, maligne oder deformierte Zel-
len zu transfundieren, und nicht zuletzt die begrenzte Anzahl an geeigneten Per-
sonen legten nahe, Granulozyten in ausreichenden Mengen von gesunden Spendern 
zu gewinnen. Da Granulozyten ein sehr ähnliches spezifisches Gewicht wie Erythro-
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wie Hydroxyethylstärke die ungünstigen physikalischen Eigenschaften zu überwin-
den und eine bessere Ausbeute zu erzielen.  
Die im peripheren Blut des gesunden Spenders zirkulierende Granulozytenzahl  ver-
suchte man zunächst durch die Gabe von Kortikoiden und später von Granulozyten-
wachstumsfaktoren zu erhöhen.  
Als weitere Separierungsmethode von Granulozyten wurden auch verschiedene 
Filtersysteme eingesetzt. Im Gegensatz zur Zentrifugation, die keine Zellschäden 
hinterläßt, waren morphologische Veränderungen erkennbar. Mit dem Bekanntwer-
den von Nebenwirkungen bei Spendern, die man auf eine Komplementaktivierung im 
Plasma durch die Filtration zurückführte, verlor diese Methode an Bedeutung [5]. 
Heute werden Granulozytenpräparate, deren Gabe an den Empfänger nicht unpro-
blematisch ist (z.B. TRALI), nur noch selten und bei ausgewählter Fragestellung her-
gestellt (z.B. bei schwersten Infektionen bei Agranulozytose im Kindesalter); sie sind 
weitgehend durch den direkten Einsatz von Granulozytenwachstumsfakto-ren am 
Patienten ersetzt.  
Einen weiteren großen Schritt in der Aphereseentwicklung stellt die Entnahmemög-
lichkeit für Blutstammzellen dar. 
Obwohl Maximow schon 1909 Stammzellen im zirkulierenden Blut vermutete, dau-
erte es viele Jahrzehnte, ehe es möglich war, dies zu nutzen. Erst in den 1950er und 
1960er Jahren gelang es in Versuchen mit bestrahlten  Ratten und Mäusen durch die 
Gabe von allogenen peripheren Leukozyten die Knochenmarksfunktion zu rekonstru-
ieren und den Beweis für eine zirkulierende hämatopoetische Stammzelle zu erbrin-
gen [6].  
Ab den späten 1970er Jahren versuchte man, die periphere Blutstammzelltransplan-
tation bei CML-Patienten anzuwenden. Die geringe Anzahl an zirkulierenden Stamm-
zellen machte 6 - 8 Apheresen nötig. Dieser für Patienten und Personal kaum akzep-
table Aufwand mußte reduziert werden, sollte diese Methode in der Praxis sinnvoll 
einsetzbar sein. Zunächst wurde ein Anstieg der peripheren Blutstammzellen durch 
myelosuppressive Chemotherapie erreicht. Erst als man 1988  Zytokine zur Mobili-
sierung einsetzte, bot sich die Chance einer brauchbaren Methode, zumal die Zyto-
kinstimulation nicht nur die Zahl der Apheresen reduzierte, sondern auch die Zeit zur  
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Ein großer Vorteil der PBPC Transplantation gegenüber der KMT besteht darin, daß 
auf eine Narkose verzichtet werden kann. Zudem sind die Morbidität und die Konta-
mination bei Entnahme aus dem peripheren Blut geringer als bei Knochenmarks-
punktionen. Auch auf die finanzielle Einsparungsmöglichkeit sei hingewiesen [7]. In 
den USA verdrängt die autologe periphere Stammzelltransplantation zunehmend die 
Knochenmarkstransplantation [8].     
Durch Kenntnis der Histokompatibilität wurde neben der autologen Spende auch die 
allogene möglich. Die oben erwähnte Thrombozytenspende wird häufig und stan-
dardmäßig durchgeführt. Ein weiterer attraktiver Fortschritt besteht in der peripheren 
Blutstammzelltransplantation, die man seit den 1990er Jahren durchführt. Zögerte 
man zunächst, gesunden Spendern Zytokine zur Stammzellmobilisierung zu geben, 
verloren sich diese Bedenken, da keine Langzeitnebenwirkungen für die Spender 
beschrieben wurden [9]. Diese Transplantationsform gehört heute zum festen Be-
standteil der Therapie hämatologischer Erkrankungen und einzelner solider Tumoren 
[10]. 
 
Seit einigen Jahren nutzt man auch die Möglichkeit der Lymphozytenapherese bei 
der Behandlung von Leukämien. Die sogenannte „Donor Leukocyte Infusion“ hilft vor 
allem, das Wiederauftreten der malignen Grunderkrankung und posttransplantare In-
fektionen zu vermeiden. Besonders bei CML-Patienten, die einen Rückfall nach al-
logener Transplantation erlitten haben, verspricht man sich durch die Gabe von Lym-
phozyten des allogenen Spenders einen immunologischen Antitumoreffekt (graft-ver-
sus-leukemia-effect). Die Epstein-Barr-Virus-Infektion und die Cytomegalie sind häu-
fige posttransplantare Komplikationen, die sich aufgrund des defekten zellulären Im-
munsystems entwickeln. Durch die DLI erhofft man sich die rasche Rekonstruktion 
dieser Abwehrfunktion. Auch die Behandlung der EBV-assoziierten lymphoprolife- 
rativen Erkrankung ist möglich. Das Risiko einer GvHD steht der routinemäßigen 
Gabe von Spenderlymphozyten aber weiter entgegen. Auch kann es zu Panzyto-
penien kommen [11].  
Therapiekonzepte der Zukunft entstehen eventuell durch die in Apheresen gewon-
nenen Monozyten, aus denen spezielle dentritische Zellen hergestellt werden kön- 
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So bietet die präparative Hämapherese heute die Möglichkeit zur Gewinnung von 
Thrombozyten, Granulozyten, Lymphozyten, Erythrozyten, Monozyten und periphe-
ren Blutstammzellen. Auch die Gewinnung von Plasma oder eine Multikomponenten-
apherese sind möglich. Demgegenüber steht das große Feld der therapeutischen 
Apherese. Hier wird versucht, durch Entfernung verschiedener Blutbestandteile 
(Plasma oder Zellen) eine Besserung bzw. Heilung zu erreichen. Beispiele sind Leu-
kodepletion bei Leukämien mit extrem hoher Zellzahl (z. B. CML), Plasmapherese 
zur Reduktion von Antikörpern bei Autoimmunerkrankungen, wie dem systemischen 
Lupus erythematodes oder Vaskulitiden, und hämatologische Leiden, wie die thera-
pierefraktäre Thrombozytopenie. Aber auch bei metabolischen (z.B. familiäre Hyper- 
cholesterinämie) und neurologischen Störungen (z.B. Myasthenia gravis oder Guil-
lain-Barre-Syndrom) setzt man die therapeutische Apherese ein [12]. 
 
Durch die allogenen Spenden entstand das Problem, daß gesunde Personen einem 
Prozedere unterzogen werden, dessen Risiken und Folgen teilweise oder überhaupt 
nicht bekannt sind. Obwohl die Nebenwirkungen bei den therapeutischen Apheresen 
häufiger entstehen als bei Spenderapheresen, sind der Eingriff in die Physiologie des 
Körpers und die daraus resultierenden Folgen nicht zu unterschätzen [13]. 
Jede Apherese macht eine Antikoagulation nötig. Heute wird zumeist Citrat verwen-
det, das als Chelator Calcium bindet und die calciumabhängigen Gerinnungsreak-
tionen blockiert. Im Gegensatz zu Heparin führt es zu keiner systemischen Antikoa-
gulation. Der Eingriff in den sensiblen Calciumhaushalt führt zu einer Verminderung 
des freien Calciums. Häufig kommt es zu Parästhesien, selten auch zu Spasmen 
oder Krämpfen. Auch eine Verlängerung der QT-Zeit im EKG wird beschrieben; sie 
kann zu Arhythmien führen. Bei Patienten mit Niereninsuffizienz kann es zu einer 
metabolischen Alkalose kommen.  
Ein weiteres Risiko stellen Flüssigkeitsveränderungen im intravaskulären Raum dar. 
Sowohl Hyper- wie Hypovolämie können bei Patienten mit Herz- oder Nierenerkran-
kungen zu Problemen führen. Auch Verdünnungseffekte haben unerwünschte Fol-
gen. Mit dem Plasma werden auch Medikamente, wie zum Beispiel Aspirin oder 
Phenytoin, entfernt. Unter Umständen führt eine Verminderung von Enzymen oder 
Bindungsproteinen zu veränderten Medikamentenspiegeln.  
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Der plötzliche Zellverlust, der je nach Aphereseart die verschiedenen Populationen 
betrifft, scheint keine schwerwiegenden Nebenwirkung zu haben. Besonders aus-
führlich wurde das an Plättchenspendern untersucht. Ein Einfluß auf die Plasma-
proteine durch Aktivierung trat besonders bei Filtersystemen auf. Es kam  zum Bei-
spiel zu Priapismen. Das war ein wesentlicher Grund für den Stop dieser Technik. 
Neben der Aktivierung des Komplementsystems werden auch Effekte auf das Kinin-
system diskutiert. Häufig sind vasovagale Reaktionen, die sich durch Hypotension, 
Bradykardie und Übelkeit äußern. Durch die Venenpunktion kann es zu Hämato-
men, Sklerosen und Thrombosen kommen [14]. 
Um die Zwischenfälle möglichst gering zu halten, führte man Kriterien ein, die mög-
liche Spender erfüllen müssen. Die Volljährigkeit und ein Gewicht von mindestens  
50 kg sind im Normalfall gefordert. Über einen Fragebogen, den der mögliche Spen-
der ausfüllt, versucht man gesundheitliche Risiken aufzudecken. Dort werden Grund-
krankheiten der verschiedenen Organsysteme abgefragt. Auszuschließen sind in je-
dem Fall alle Spender mit infektiösen Erkrankungen - vor allem Hepatitis C, aktive 
Tuberkulose und HIV - da sie eine Gefahr für den Empfänger darstellen. Herzer-
krankungen bedürfen einer genauen Untersuchung. Ein Augenmerk sollte auch auf 
Asthmatiker und Epileptiker gelegt werden. Schwangere und Wöchnerinnen sollten 
nicht apherisiert werden. Kritische Casus sind im Einzelfall abzuwägen. 
Neben dem oben erwähnten Alter und Gewicht sind nach den Richtlinien bei der 
Spenderuntersuchung folgende Kriterien zu erfüllen [15]: 
 
- Hämoglobin oder Hämatokrit: Frauen:  ≥ 125 g/l oder ≥ 0,38% 
     Männer: ≥ 135 g/l oder ≥ 0,40% 
- Blutdruck:    systolisch: 100 - 180 mmHg 
            diastolisch: < 100 mmHg 
- Puls:     unauffällig (50 - 110/min) 
- Temperatur:    kein Fieber 
- Gesamteindruck:   keine erkennbaren Krankheitszeichen 
- Gesamteiweiß im Serum:  ≥ 60 g/l 
- Leuko-, Erythro-, Thrombozyten, 
MCV:     Normwerte 
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In den Richtlinien ist für jede Aphereseart explizit niedergelegt, wie oft gespendet 
werden darf. Ein sinnvolles Spendeintervall sollte - je nach Art der Apherese - 48 
Stunden betragen; nicht mehr als 2 Apheresen pro Woche sind wünschenswert [16], 
bei Stammzellspendern kann sie aber u.U. an aufeinander folgenden Tagen durch-
geführt werden.  
 
Auf  Grund des oben Gesagten wird klar, daß die Apherese für den Spender eine 
Reihe von Risiken mit sich bringt, die es - so gut es geht - zu minimieren gilt. Beim 
Empfänger wird meist eine Risiko-Nutzen-Abwägung durchgeführt. Für den gesun-
den Spender muß ein Maximum an Sicherheit gewährleistet sein. Beeinträchti-
gungen oder sogar gesundheitlicher Schaden können nicht riskiert werden.  
Durch eine gezielte Überwachung der Vitalparameter während der Apherese (evtl. 
mittels Monitoring) werden vor allem akute Nebenwirkungen, wie allergische und 
vasovagale Reaktionen oder Citrateffekte, rasch erkannt und ggf. behandelt. Somit 
ist die akute Beeinträchtigung gering. 
Kretschmer et al. untersuchten 1987 in einer multizentrischen Studie die häufigsten 
Nebenwirkungen bei Zytapheresen. Neben Hämolysen und lokalen Blutungen an der 
Einstichstelle waren dies Gerinnselbildungen und EKG-Veränderungen [17]. Er em-
pfiehlt in einer Arbeit von 1989, breite Statistiken zu führen, um auch seltenere Kom-
plikationen aufzudecken; vor allem mögliche Veränderungen des Immunsystems 
seien denkbar [18].  
Das sehr komplexe und sensibe Immunsystem scheint von der Apherese durch meh-
rere Faktoren beeinflußt werden zu können. Die Fremdoberfläche, mit der das  Blut 
beim Separierungsvorgang in Kontakt kommt, und die Antikoagulation sind denkbare 
Auslöser für Veränderungen. Auch die Zytokine, die zur Mobilisierung von Blut-
stammzellen eingesetzt werden, wirken auf das Immunsystem. Zudem gibt es verein-
zelte subjektive Berichte von Spendern, die eine erhöhte Infektneigung nach Aphe- 
rese beobachteten. 
 
In der ausgewählten Fragestellung soll der kurzfristige Einfluß auf das zelluläre 
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Folgende quantitative Veränderungen sollen im weißen Blutbild bestimmt werden: 
Gesamtleukozyten, Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten. Letztere auch noch 
in Subpopulationen: B-Zellen, NK-Zellen, T-Helfer- und T-Suppressorzellen.  
 
Die qualitativen Veränderungen werden anhand der Zytokinproduktion (IL-2 und IFN-
γ) der T- und NK-Zellen untersucht. 
Da nur die Effekte des Apheresevorgangs auf das Immunsystem sichtbar werden 
sollten, wurde die Untersuchung an Spendern, die vor der Apherese keine Zytokin-
stimulation erhielten, durchgeführt. 
Mit der vorliegenden Arbeit sollen bisher nicht untersuchte mögliche Einflüsse der 














24 klinisch und klinisch-chemisch gesunde Probanden zwischen 19 und 58 Jahren 
(weiblich: 17 / männlich: 7) wurden im Rahmen der vom Arzneimittelrecht geforder-
ten Qualitätskontrollen in der Abteilung für Transfusionsmedizin des Klinikums Groß-
hadern München untersucht. Alle waren über etwaige Risiken aufgeklärt und mit der 




Becton Dickinson, San Jose, USA 
Simultest  IMK-Lymphocyte Kit 
Single-Color-Reagents (monoklonale AK gegen humane AG) 
 CD3 - PerCP-Cy5.5   Clone SK7 
CD4 – PE     Clone SK3 
 CD8 – FITC     Clone SK1 
CD16 – PE     Clone B73.1 
CD45RA  - FITC    Clone L48 
CD45RO – PE    Clone UCHL-1 
 CD56 – PE     Clone NCAM16.2 
 Anti-HLA-DR – PE    Clone L243 
 
PharMingen, San Diego, USA 
Mouse Anti-Human IFN-γ – FITC IgG1  Clone B27   
Rat Anti-Human IL-2 – FITC IgG2a  Clone MQ1-17H12 
 
2.3  Chemikalien und Reagenzien 
 
B.Braun Melsungen AG, Melsungen 
Aqua ad iniectabilia Braun 
Heparin-Natrium Braun 25000 I.E./5 ml 
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Biochrom KG, Berlin 
Biocoll Separating Solution 
PBS-Dulbecco w/o Ca2+ , Mg2+ 
 
LIFE TECHNOLOGIES, Paisley, Schottland 
Fetales Kälberserum 
Penicillin-Streptomycin 
RPMI 1640 Medium mit L-Glutamin mit 25mm Hepes Puffer 
 
PharMingen, San Diego, USA 
Cytofix/Cytoperm PlusTM Kit 
 
SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg 
Dimethylsulfoxide 
 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf 
Ionomycin 




B.Braun Melsungen AG, Melsungen 
Einmalspritze 20 ml 
 
Becton Dickinson, San Jose, USA 
FACScanTM , Flow Cytometer 
FALCON 5 ml Round-Bottom Tubes 
PRIMARIATM Tissue Culture Flask 50ml 
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Standartips   5 µl, 20 µl und 100 µl 
 
Greiner Labortechnik , Kremsmünster, Österreich 
Zentrifugenröhrchen 50 ml 
Rundbodenröhrchen 12 ml 
 










Nalge Nunc International, Wiesbaden 
Nunc Cryo TubeTM   Vials 1,8 ml   
 
Sarstedt AG&Co, Nümbrecht 
Einmal-Pateurpipetten 3,5 ml  
 
SÜD-LABORBREDARF GmBH, Starnberg 
SL-Pette 
 














3.1 Bestimmung der Lymphozytensubpopulationen  
 
Zur Bestimmung der Lymphozytensubpopulationen wurde eine Vollblutmethode mit 
Erythrozytenlyse in Anlehnung an das Protokoll „Direct Immunofluorescence Staining 





24 klinisch und klinisch-chemisch gesunde Probanden zwischen 19 und 58 Jahren 
(weiblich: 17 / männlich: 7) wurden im Rahmen der vom Arzneimittelrecht geforder-
ten Qualitätskontrollen in der Abteilung für Transfusionsmedizin des Klinikums Groß-
hadern München untersucht. Es wurde eine Apherese des doppelten Blutvolumens 
mit dem COBE-Spectragerät im MNC-Programm durchgeführt. Dabei handelt es sich 
um ein kontinuierliches Entnahmeverfahren, bei dem nahezu nur die mononuklären 
Zellen entnommen werden, während die restlichen Blutbestandteile sofort direkt dem 
Spender zurückgeleitet werden. Die Auftrennung der Bestandteile erfolgt durch 
Zentrifugation.  
Alle Probanden waren nach Aufklärung mit den Blutentnahmen einverstanden. Da 
die Apheresen im Rahmen der Qualitätskontrollen durchgeführt wurden, verzichteten 
wir auf eine Votum der Ethikkommission (Einverständniserklärung siehe Anhang 
Seite 63/64): 
Jedem Probanden wurde 2 ml EDTA-Blut in vorgefertigten Röhrchen aus einer peri-
pheren Vene  
- vor Apherese 
- nach Apherese 
- 24 Stunden nach Apherese 
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Noch am gleichen Tag erfolgte die durchflußzytometrische Bestimmung der 
Lymphozytensubpopulationen. 
Von jeder Probe wurde ein Blutausstrich zum Ausschluß morphologischer Auffällig-




In sechs 5-ml-FALCON-Röhrchen werden je 10 µl AK-Gemisch des Simultest IMK-
Lymphocyten Kits von BD pipettiert. In zwei weiteren Röhrchen zum einen 10 µl des 
CD8-FITC AK und 5 µl HLA-DR-PE AK zum anderen je 10 µl CD45RA-FITC AK, 




Nummer 1 2 3 4 5 6 7 8 
FITC-AK CD45 IgG CD19 CD4 CD8 CD16/56 CD8 CD45RA 
PE-AK CD14 IgG CD3 CD3 CD3 CD3 HLA-DR CD45RO
PerCP-AK ⁄ ⁄ ⁄ ⁄ ⁄ ⁄ ⁄ CD4 
 
Je 50 µl EDTA-Blut wurden zupipettiert und gemischt. Nach 15 Minuten Inkubation 
bei Raumtemperatur und im Dunkeln wurden 2 ml BD-Lyse des Simultest IMK-
Lymphocyten Kits zugegeben. Nach weiteren 10 Minuten Inkubation erfolgte Zentri-
fugation mit 250 g für 5 Minuten ohne Bremse und Dekantierung des Überstands. 
Dieser Vorgang wurde nach Waschen mit PBSacid Puffer wiederholt. Zur durchfluß-
zytometrischen Messung wurde jede Probe mit 400 µl PBSacid Puffer verdünnt. 
 
3.1.3 Messung am FACScan 
 
Die durchflußzytometrische Messung erfolgte am FACScan Durchflußzytometer der 
Firma BD. Zur Lichtanregung wurde ein 488nm-Argon-Ionen-Laser verwendet. Im 
optischen System kann der Lichtstrahl durch die Probe in zwei Streulicht- und drei 
Fluoreszenzkanälen detektiert werden. Das ungefilterte Spektrum des Vorwärts- 
bzw. Seitwärtskanals wird nach Ablenkungswinkel erfaßt. Zur Abgrenzung der Emis-
sionsspektren von FITC (grünes Licht), PE (rotes Licht) und PerCP (voilettes Licht) 
werden Filter unterschiedlicher Wellenlänge verwendet: 530 nm (Bandbreite 30 nm), 
585 nm (Bandbreite 42 nm) und 650 nm (mit allen langwelligeren Strahlen) [20]. 
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Das Vorwärtsstreulicht (FSC) korreliert mit der Zellgröße, das Seitwärtsstreulicht 
(SSC) mit der Granularität [21]. Je nach Kopplung der fluoreszenzmarkierten Anti-
körper geben sie über die entsprechenden Antigene Aufschluß. 
Als Software zur Messung wurde für Röhrchen 1 - 7 SimulSET von BD, für Röhr- 
chen 8 CELLQuest von BD verwendet. 
Pro Ansatz wurden 15000 Zellen gemessen. Dabei wurden i. d. R. die geforderten 




Zur Unterscheidung der Leukozyten stehen maximal fünf Parameter zur Verfügung: 
Größe (Vorwärtsstreulicht), Granularität (Seitwärtsstreulicht) und zwei oder drei 
Oberflächeneigenschaften (AK-Fluoreszenz). 
Die Auswertung der Doppelmarkierungen erfolgte in der Simulset-Software von BD, 
die Dreifarbenauswertung in CellQuest von BD. 
Es wird jeweils der prozentuale Anteil der zu messenden Population angegeben. 
Im ersten Schritt wurden die Lymphozyten eingegrenzt. Die Software setzte auto-
matisch über ein „Backgating“ das Lymphozytengate. Dazu nutzt es die Streulicht-
eigenschaften und die Oberflächeneigenschaften der Lymphozyten, die mit Röhr-
chen 1 getestet wurden. Sie sind klein und kaum granuliert, reagieren stark positiv 













Blau:  Granulozyten 






Abb. 2: LeucoGATE des SimulSET Lab Reports (eigene Messung vom 08.05.2000) 
 
Im Gate sollten möglichst alle CD45 positiven Zellen und CD14 negativen Zellen 
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mit nicht-lymphatischen Zellen sollte möglichst gering sein („purity“ ≥ 90%), da mit 
zunehmender Größe des Gates die NK-Zellen falsch hoch bestimmt würden (CD16 
positive Granulozyten). Das Lymphozyten-Gate darf auch nicht zu eng gesetzt wer- 
den, da sonst kleine B-Zellen und aktivierte große Lymphozyten (meist T-Sup-
pressorzellen) ausgeschlossen würden. Dies würde zu einer Verschiebung der 
T4/T8-Ratio führen [23]. 
Röhrchen 2 ist eine Negativkontrolle, die mit fluoreszenzmarkierten, aber nicht mit 
Oberflächenantigenen reagierenden Antikörpern gleichen Isotyps durchgeführt wird. 
Dies ist ein Maß für unspezifische Bindungen bzw. Autofluoreszenz.  
Anhand der Negativkontrolle wird ein Fadenkreuz positioniert, das negative und posi-
tive Ereignisse im Lymphozytengate trennt. Im oberen linken Quadranten (Q1) er-
scheinen künftig alle orangerot, im unteren rechten (Q4) alle gelbgrün und im obe-
ren rechten (Q2) alle doppelt orangerot/gelbgrün fluoreszierenden Ereignisse. Der 








  Abb. 3: Control IgG1/igG2
 
 
Mindestens 95% der gezählten Events aus Röhrchen 2 müssen in Q3 liegen, um re-
produzierbare Messergebnisse zu erhalten [24]. 
In Röhrchen 3 – 6 wird stets der prozentuale Anteil der CD3-positiven Zellen (T-Lym-
phozyten) an der Gesamtlymphozytenpopulation bestimmt. Weichen zwei der Werte 


































 Abb. 7: CD3/CD16+56  







 Abb. 8: CD8/HLA-DR  
 
Hier wurde das Fadenkreuz verlegt, um in Q2 bzw. Q4 nur die stark CD8-positiven 
Zellen, die wirklich T-Suppressorzellen entsprechen, zu erfassen. Mittelstark CD8-
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Das achte Röhrchen wurde getrennt ausgewertet. Die Population der T-Helferzellen 
wird aufgrund der CD4-Positivität und geringen Seitwärtsstreuung eingegrenzt (R1). 
Nur diese Population wird in einem eigenen Diagramm auf Expression von CD45RA 
und CD45RO analysiert. Naive (CD45RA) und Gedächtniszellen (CD45RO) werden 








   Abb. 9: Eingrenzung der 
               T-Helferzellen 
     Abb. 10: Trennen von naiven 
                 und Gedächtniszellen  
 
Die prozentualen Angaben wurden in Absolutzahlen umgerechnet: 
Die Zahl der Leukozyten (LZ) pro µl ist aus der Messung am Hämatologiegerät KX-
21 bekannt. Mit den Prozentangaben aus der obigen Messung für Lymphozyten 
(Ly%) bzw. der jeweiligen Subpopulation (Sp%) kann die Zellzahl (Sp) pro µl letzterer 
berechnet werden: 
Sp = (Ly% * LZ) * Sp% 
Die Daten wurden für jeden Probanden tabellarisch geordnet erfasst (siehe Anhang). 
Durch Umrechnung mit folgender Formel wurde zusätzlich die prozentuale Änderung 
(∆%) eines Differenzwerts (D) bezüglich des Ausgangswertes (A) bestimmt: 
∆% = D*100 / A 
3.1.5 Statistische Methoden 
Die statistischen Auswertung erfolgt für jeden Subpopulationstyp getrennt, aber äqui-
valent. 
Von Interesse war die Veränderung der zweiten, dritten und vierten Probe (unmittel-
bar, 24 Stunden und 3 - 6 Tage nach Apherese) zum jeweiligen Ausgangswert (Ab-
nahme vor Apherese) des Probanden. Für jede der drei Differenzen wurde aus den 
24 Messungen der Mittelwert bestimmt und dessen Konfidenzintervall auf dem 95%-
Niveau berechnet.  
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Überlappen sich die zugehörigen Konfidenzintervalle nicht, so ist der Unterschied 
mindestens auf dem 5%-Niveau signifikant [26]. 
Analog wurde mit den prozentualen Änderungen (∆%) verfahren. 
Als Software wurde das SAS-System für Windows Release 8.00 verwendet. 
 
 
3.2 Bestimmung der intrazellulären Zytokinproduktion 
 
Zur Bestimmung der intrazellulären Zytokinproduktion wurde in Anlehnung an die 
Protokolle "Dichtegradientenzentrifugation" von Coulter [27] und „FastImmune Intra-
cellular Cytokine Staining Procedures“ von BD gearbeitet [28]. 
3.2.1 Materialgewinnung 
Das Blut wurde bei den selben Abnahmen wie  zu 3.1 gewonnen. Die dritte Messung 
fand nur bei den Probanden 3 - 24 statt. 
Jedem Probanden wurde 20ml Blut in einer Einmalspritze, die zuvor mit Heparin-
Natrium benetzt worden war,  aus einer peripheren Vene  
- vor Apherese 
- nach Apherese 
- 24 Stunden nach Apherese 
- 3 - 6 Tage nach Apherese 





3.2.2.1 Dichtegradientenzentrifugation und Tiefgefrieren  
 
In einem 50-ml-Zentrifugenröhrchen wurden 20 ml Biocoll pipettiert (Biocoll zuvor ca. 
30 Minuten bei Raumtemperatur lagern) und mit 20 ml Heparinblut vorsichtig über-
schichtet, wobei die Grenzschicht nicht durchbrochen wurde. Es erfolgte 20 Minuten 
Zentrifugation  bei 800 g mit ausgeschalteter Bremse. Die sich an der Grenzschicht 
ablagernden mononuklären Zellen wurden mit einer Transferpipette abgenommen 
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Nach einer erneuten Zentrifugation bei 800 g für 5 Minuten mit Bremse wurde der 
Überstand abgesaugt und 2 ml PBS zugegeben. Die gut gemischte Suspension 
wurde ein drittes Mal zentrifugiert, der Überstand dekantiert und die abgesetzten 
Zellen in 2 ml PBS aufgenommen. 
Am Hämatologiegerät KX-21 wurde die Zellzahl bestimmt. In allen Proben erfolgte 
die Einstellung einer Konzentration von ca. 5*106 Zellen/ml. Zur Verdünnung 
verwendeten wir bei Bedarf PBS. Aus 2 ml dieser Suspension gewannen wir durch 
Zentrifugation (300 g für 5 Minuten ohne Bremse) ca. 10*106 Zellen. 
Die Wiederaufnahme der Zellen erfolgte in 1,8 ml RMPI. Jeweils 0,9 ml davon wur-
den in ein NUNC-Röhrchen pipettiert und auf Eis gelagert. Tropfenweise erfolgte 
über ca. 30 Minuten die Zugabe von 0,9 ml FCS mit 10% DMSO. Bei –80°C wurden 
die ficollisierten Zellen für 24h zunächst in einem mit Propanol gefüllten Gefäß 
langsam tiefgefroren, danach in einem Metallständer für 5 Monate gelagert. 
 
3.2.2.2 Auftauen und Ansetzten der Zellkultur  
 
Wir stellten die NUNC-Röhrchen für ca. 5 Minuten in ein Wasserbad mit 37°C. Die 
Zellsuspension wurde mit 10 ml PBS in einem Rundbodenröhrchen gemischt und für 
5 Minuten bei 250 g ohne Bremse zentrifugiert. Nach Absaugen des Überstandes 
erfolgte die Zugabe von 5,4 ml RMPI, 600 µl FCS, 4 µl Golgi Stop und 100 µl Strep-
tomycin. Die Zellkultur wurde je zur Hälfte in zwei 50-ml-Tissue Culture Flasks  ange-
setzt. Eine blieb unstimuliert, die zweite wurde mit 25 ng/ml PMA und 1 µg/ml Iono-
mycin stimuliert. Wir kultivierten die Zellen für 270 Minuten bei 37°C  in einer mit 5% 
CO2 angereicherten Atmosphäre. 
 
3.2.2.3 Oberflächenmarkierung, Fixierung, Permeabilisierung und intrazelluläre   
            Markierung 
Mit der stimulierten und der unstimulierten Kultur wurde äquivalent verfahren. 
Nach Mischen wurde zur Kultur 3 ml Staining Buffer (PBSacid mit 1% hitzeinaktivier-
tem FCS mit pH 7,4 - 7,6) gegeben, in einem Rundbodenröhrchen gewaschen (Zen-
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Die Oberflächenantikörper wurden in vier 5-ml-FALCON Röhrchen nach folgender 
Übersicht vorgelegt: 
 
Röhrchennummer 1 2 3 4 
PE-AK CD16+CD56 CD8 CD4 CD4 
PerCPCy5.5-AK CD3 CD3 CD3 CD3 
 
Je 50 µl der Zellsuspension (ca.2*106 Zellen/ml) wurden zugegeben und gemischt. 
Nach 15 Minuten Inkubation auf Eis und im Dunklen wurde mit 1 ml Staining Buffer 
gewaschen (Zentrifugation 250 g ohne Bremse). 
Zur Fixierung und Permeabilisierung der Zellen wurden 250 µl Cytofix/Cytoperm-
Lösung zugegeben, die nach 15 Minuten mit 1 ml Perm/Wash-Lösung durch Wa-
schen wieder entfernt wurde. Für die intrazelluäre Markierung wurden in die Röhr-
chen 1 - 3 jeweils 5 µl FITC-markierter INFγ-AK und in Röhrchen 4 5 µl FITC-mar-
kierter IL2-AK gegeben. Nach weiteren 30 Minuten Inkubation auf Eis wurden die 
Zellen mit 1 ml Perm/Wash-Lösung gewaschen. Zur durchflußzytometrischen Mes-
sung wurde mit 250 µl Staining Buffer verdünnt. 
  
3.2.3 Messung am FACScan 
 
Die durchflußzytometrische Messung erfolgte am FACScan von BD (vgl. 3.1.3). 
Als Software wurde CELLQuest von BD verwendet. Pro Ansatz wurden 20000 Zellen 
gezählt. 
Zuvor waren die einzelnen Fluorochrome, deren Zweier- und Dreierkombinationen in 

















Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der CELLQuest-Software von BD. 
Folgende Interleukinproduktionen wurden registriert: 
1. IFN-γ Produktion der NK-Zellen   (1.Röhrchen) 
2. IFN-γ Produktion der T-Suppressorzellen  (2.Röhrchen) 
3. IFN-γ Produktion der T-Helferzellen  (3.Röhrchen) 
4. IFN-γ Produktion der T-Zellen   (2./3.Röhrchen) 
5. IL-2 Produktion der T-Helferzellen  (4.Röhrchen) 
 
Das Vorgehen war bei allen Paaren äquivalent. Die Gates wurden jeweils von der 
unstimulierten in die korrespondierende stimulierte Probe kopiert. 
 







Abb. 11: Eingrenzen der Leukozyten 
 
 
Nur diese Zellen wurden in einem zweiten Plot dargestellt und in CD3-positive und 
CD3-negative Zellen eingeteilt (R2). Der Prozentsatz von R2 an R1 wurde zwischen 
stimulierter und unstimulierter Probe verglichen; die Differenz betrug nicht mehr als 








 Abb. 12: CD3-positive  Zellen     Abb. 13: CD3-negative  Zellen
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Die CD3-negativen Zellen wurden weiter für die Untersuchung der NK-Zellen, die 
CD3-positiven für die Untergliederung der T-Helfer- und T-Suppressorzellen betrach-
tet. 
 
Als Drittes wurden die CD3-negativen bzw. CD3-positiven Zellen  auf Expression ei-








      Abb. 15: CD8-positive Zellen    Abb. 14: CD4-positive  Zellen 
 
Es erfolgte die Eingrenzung von  
• CD3+/CD4+  (T-Helferzellen) 
• CD3+/CD8+  (T-Suppressorzellen) 










   Abb. 16: CD16/56-positive Zellen 
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Es wurde der prozentuale Anteil der produzierenden Zellen an der im letzten Plot 
gegaten Population angegeben. Als tatsächliche Zytokinproduktion der Zellen wurde 
die Differenz der stimulierten und unstimulierten Probe angegeben, um keine unspe-
zifischen Events mitzuzählen. 
Für jede stimulierte Probe wurde auch der Fluoreszenz-Meanwert der zytokinpro-
duzierenden Zellen bestimmt und damit das Maß für die Produktivität der einzelnen 
Zelle dokumentiert. Er ergab jedoch keine neuen Informationen und wurde daher 
nicht weiter statistisch bearbeitet.  
Die Daten wurden für alle Probanden tabellarisch geordnet erfaßt (siehe Anhang). 
 
3.2.5 Statistische Methoden 
 
Analog zu 3.1.5 wurden auch hier von den Meßwerten drei Differenzen und die 
prozentualen Änderungen berechnet, um die jeweilige Veränderung zum Ausgangs-
wert (Abnahme vor Apherese) ablesen zu können. Es wurden ebensfalls die Mittel-
werte der 24 Einzelergebnisse gebildet und dessen Konfidenzintervall auf dem 95%-
Niveau berechnet. 











Die untersuchten Probanden wurden entsprechend der Apheresetermine numeriert 





In keinem Blutausstrich konnten auffällige Befunde erhoben werden. Auf eine weitere 
Dokumentation wurde deshalb verzichtet. 
 
4.2 Quantitative Veränderungen der Leukozyten 
 
Die Zellzahlen pro µl sind für jede Untergruppe im Anhang aufgelistet. Die Darstel-
lung der Ergebnisse erfolgt im weiteren Text  bzw. in den Tabellen in Form der 
statistisch bearbeiteten Daten (siehe 3.1.5), d.h. als Mittelwerte mit Konfidenzinter-
vallen. Letztere werden im Text in Klammern aufgeführt. 
In allen Graphiken sind auf der x-Achse die Werte entsprechend der statistischen 
Bearbeitung dargestellt :  
- v  für den Wert vor Apherese 
- n –v  für die Differenz der Werte nach und vor Apherese 
- 1 – v  für die Differenz der Werte am 1.Tag nach und vor Apherese 
- 3 – v  für die Differenz der Werte der 3.Messung nach und vor Apherese 
 
4.2.1 Leukozyten, Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten 
 
Im Rahmen der Lymphozytensubpopulationen wurden auch die Zahlen für die Leu-
kozyten, Granulozyten, Monozyten und  Gesamtlymphozyten bestimmt. 
Die Gesamtleukozytenzahl sank um 475 (-921/-29) Zellen/µl während der Apherese. 
Nach 24 Stunden stieg die Anzahl um 271 (-140/681) Zellen/µl und am dritten 
Messtag um 533 (-14/1080) Zellen/µl gegenüber dem Ausgangswert  vor Apherese. 
Die Veränderung der Leukozyten setzt sich aus den Schwankungen der Granulo-, 













Die Veränderung der Leukozyten setzt sich aus den Schwankungen der Granulo-, 
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Der Leukozytenverlust nach Apherese setzt sich aus einem Minus an Monozyten und 
Lymphozyten zusammen, während zu diesem Zeitpunkt schon ein Plus an Granulo-
zyten vorliegt. Der Überschuß nach 24 Stunden wird durch Granulozyten und Lym- 
phozyten gebildet; Monozyten erreichen hier knapp den Ausgangswert. Der deutliche 
Anstieg der Granulozyten am 3. Messtag erklärt den Gesamtzuwachs der Leuko- 
zyten, denn sowohl Monozyten als auch Lymphozyten zeigen kaum eine Ver-
änderung gegenüber dem Ausgangswert.  
 
Übersicht:  Mittelwerte mit den Konfidenzintervallen in Klammern; Angaben in Zellen/µl  
 nach Apherese nach 24 Stunden 3. Meßtag 
Leukozyten -475 (-921; -29) +271 (-140; +681) +533 (-14; +1080) 
Granulozyten + 174 (-137; +485) +186 (-129; +500) +615 (+188; +1042) 
Monozyten -83 (-130; -35) -2 (-48; +43) -2 (-45; +41) 
Lymphozyten -587 (-736; -437) +183 (-145; +511) -84 (-307; +138) 
 
Betrachtet man die prozentuale Änderung zum status quo vor Apherese, so ergibt 
sich folgendes Bild: 
 
Übersicht:  Angaben in Prozent bzgl. des Ausgangswerts 
 nach Apherese nach 24 Stunden 3. Meßtag 
Leukozyten -6 +4 +10 
Granulozyten +6 +5 +18 
Monozyten -19 +4 +3 
Lymphozyten -26 +11 -1 
 
Den stärksten Schwankungen unterliegen die Lymphozyten, bei denen binnen 24 
Stunden eine Zellzahländerung von 37% festzustellen ist. Bei den Monozyten zeigt 
sich im Gegensatz zu den Absolutzahlen sogar ein kleines Plus.  
 
4.2.2 Lymphozytensubpopulationen 
Die Mittelwertkurven der B-Zellen, T-Helfer-, T-Suppressorzellen und NK-Zellen ver-
laufen tendenziell ähnlich. Die Schwankungsbreite der B-Zellen ist dabei am gering-
sten, die der Helferzellen am größten. Am 3. Messtag zeigt sich bei den T-Zellen ein 
Minus, bei den B-Zellen ein kleines Plus. Die NK-Zellen weisen bei jeder Messung 








































































































Abb.23: Mittelwerte der B-Zel-















Abb.26: Mittelwerte der NK-Zel
len/µl mit Konfidenzintervallen 
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Übersicht:  Mittelwerte mit den Konfidenzintervallen in Klammern; Angaben in Zellen/µl 
 nach Apherese nach 24 Stunden 3. Meßtag 
B-Zellen -42 (-62; -22) +39 (-12; +89) +6 (-27; +39) 
T-Helferzellen -212 (-295; -128) +97 (-61; +255) -12 (-124; +100) 
T-Suppressorzellen -162 (-214; -110) +54 (-48; +157) -33 (-106; +41) 
NK-Zellen -155 (-194; -116) -18 (-74; 37) -55 (-106; -3) 
 
Die prozentuale Änderung der B-, T-Helfer- und T-Suppressorzellen spiegelt das Bild 
der Lymphozyten (siehe 4.2.1) wider. Bei den NK-Zellen zeigt sich ein Verlust von 
48% durch die Apherese. 
 
Übersicht:  Angaben in Prozent bzgl. des Ausgangswertes 
 nach Apherese nach 24 Stunden 3. Meßtag 
B-Zellen -15 +17 +8 
T-Helferzellen -19 +13 +2 
TSuppressorzellen -25 +13 -1 
NK-Zellen -48 +1 -8 
 
4.2.3 CD8/HLA-DR positive und CD4/CD45RA positive Zellen 
 
Die aktivierten T-Suppressorzellen, die neben dem CD8 Antigen auch das HLA-DR 
Antigen auf ihrer Oberfläche tragen, zeigen einen Abfall nach Apherese und einen 
Anstieg nach 24 Stunden. Im Gegensatz zur Gesamtheit der T-Suppressorzellen 
steigen sie am 3.Meßtag weiter an. 
Die Mittelwertkurve der CD45RA positiven T-Helferzellen (=naive T-Zellen) verläuft 
analog zur Kurve der Gesamthelferzellen.  
 
Übersicht: Mittelwerte mit den Konfidenzintervallen in Klammern; Angaben in Zellen/µl 
 nach Apherese nach 24 Stunden 3. Meßtag 
CD8+/HLA-DR+ Zellen -50 (-66; -34) +1 (-38; 38) +4 (-36; +42)  
CD4+/CDRA+ Zellen -107 (-146; -67) 57 (-24; +138) -10 (-66; +46) 
 
Auch die prozentualen Änderungen zeigen ein ähnliches Ergebnis. Jedoch liegen bei 
den CD8/HLA-DR Zellen die Konfidenzintervalle der 2. und 3. Messung zu hoch, um 
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Übersicht:  Angaben in Prozent bzgl. des Ausgangswertes 
 nach Apherese nach 24 Stunden 3. Meßtag 
CD8+/HLA-DR+ Zellen -30 +16 +32 


















































4.3 Funktionelle Veränderungen der L
Neben den quantitativen Zellverschiebungen wurde de
die Funktion des zellulären Immunsystems untersuch
luläre Zytokinproduktion von T-Zellen und NK-Zellen e
ben, wird der prozentuale Anteil der jeweiligen Subpo
Stimulation IFN-γ bzw. IL-2 Expression zeigt. Diese W
hang aufgelistet. Die weitere Darstellung der Ergebniss
tistisch bearbeiteten Daten (siehe 3.2.5).  
Die Graphiken sind  analog zu den Diagrammen aus de 
 
 
Abb.27: Mittelwerte der HLA-DR-
positive T-Suppressorzellen/µl 




Abb.28: Mittelwerte der 
CD45RA-positive  T-Helfer-
zellen/µl mit Konfidenzintervallenymphozyten 
r Einfluß der Zytapherese auf 
t. Hierbei wurde die intrazel-
rmittelt. Um diese zu beschrei-
pulation angegeben, der nach 
erte sind tabellarisch im An-
e erfolgt in Form der sta- 
m Absatz 4.2.1. aufgebaut. 
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4.3.1 Zytokinproduktion der T-Helferzellen 
 
4.3.1.1 Interferon-γ Produktion 
Der Verlauf der Mittelwertkurve zeigt, daß zu jedem Meßzeitpunkt ein Anstieg an 
produzierenden Zellen vorliegt. Nach Apherese um 1,5%, nach 24 Stunden um 2,1% 












Betrachtet man die IFN-γ produziernden Zellen als Grundgesamtheit ergeben sich 
folgende Veränderung: Gegenüber dem Ausgangswert konnte der Anti-IFN-γ-AK 
nach Apherese an 40% mehr Zellen binden, an 51% mehr Zellen am 1.Tag nach 



















Abb.29: Mittelwerte der IFN-γ 
produzierenden T-Helferzellen 
mit Konfidenzintervallen 









































Abb.30: Mittelwerte der 
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4.3.1.2 Interleukin-2 Produktion 
Der Anteil der Interleukin-2 produzierenden Zellen nimmt durch die Apherese eben-








































Abb 31: Mittelwerte der IL-2 
produzierenden T-Helferzellen 
mit Konfidenzintervallen 
Es produzieren 46% mehr Zellen als vor der Apherese Interleukin-2. Nach 24 




































Abb.32: Mittelwerte der 
prozentualen Änderungen von 
IL-2 produzierenden T-Helfer-
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4.3.2 Interferon-γ  Produktion der T-Suppressorzellen 
 
Der Anteil von IFN-γ produzierenden T-Suppressorzellen nimmt während der Apher-
ese um 1,9% zu. Am 1. Tag danach sind es 2,3% mehr und nach 3 - 6 Tagen 1,5% 








































Abb.33: Mittelwerte der IFN-γ 
produzierenden T-Suppressor-
zellen mit Konfidenzintervallen 
Die Veränderung der produzierenden Zellen beträgt nach Apherese 44%, nach 24 








































Abb.34: Mittelwerte der 
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4.3.3 Interferon-γ Produktion bei NK-Zellen 
 
Bei den NK-Zellen läßt sich kaum eine Veränderung der INF-γ Produktion feststellen. 
Die Mittelwerte liegen nach Apherese bei -0,2%, am 1. Meßtag bei 0,7% und am 3. 



































Auf eine Darstellung der prozentualen Änderung der p
aufgrund der geringen Unterschiede verzichtet.  
 
4.3.4 Interferon-γ und Interleukin-2 Produkti
 
Bei der Bestimmung der Zytokinproduktion von T-Helfe
wurden auch die Veränderungen der CD3-positiven 
registriert. Hierbei ergaben sich analoge Werte zu den T
zellen, so daß sich eine graphische Darstellung erübr










Abb.35: Mittelwerte der IFN-γ 
produzierenden NK-Zellen mit 
Konfidenzintervallen roduzierenden Zellen wird 
on bei T-Zellen 
r- bzw. T-Suppressorzellen 
Zellen (gesamte T-Zellen) 
-Helfer- bzw.T-Suppressor-
igt. Die Werte sind in der 
 
 




4.3.5 Übersichtstabellen zur intrazellulären Zytokinproduktion 
 
INF-γ produzierende Zellen  
(in % der Subpopulation; angegeben ist die Änderung zum Wert vor Apherese) 
 
Subpopulation nach Apherese nach 24 Stunden 3. Meßtag 
T-Helferzellen 1,5 2,1 0,8 
T-Suppressorzellen 1,9 2,3 1,5 
NK-Zellen -0,2 0,7 -0,1 
T-Zellen  1,4 2,2 1,0 
 
Prozentuale Änderung bei INF-γ  produzierenden Zellen 
(in % bzgl. Ausgangswert) 
 
Subpopulation nach Apherese nach 24 Stunden 3. Meßtag 
T-Helferzellen 40 52 29 
T-Suppressorzellen 44 56 37 
T-Zellen  39 62 38 
 
 
Veränderung bei IL-2 produzierenden T-Helferzellen 
(Einheiten der Angaben siehe oben) 
 
Subpopulation nach Apherese nach 24 Stunden 3. Meßtag 
produzierende Zellen 1,4 2,8 1,3 

















5.1 Wertigkeit der Veränderung im Immunsystem 




Leukozyten, die in der Routinediagnostik primär als Entzündungsparameter dienen, 
wurden in der Studie quantitativ erfaßt. Die Gesamtleukozytenzahl sollte bei Erwach-
senen zwischen 4000/µl und 11000/µl liegen [29]. Mit Ausnahme von 5 Messungen 
liegen alle Werte in diesem Bereich. Ein Proband wies durchgehend erhöhte Leuko-
zytenzahlen auf. Dies war bereits aus Voruntersuchungen bekannt. Der Grund ist 
hier möglicherweise ein starker Nikotinkonsum, der eine häufige Ursache für leichte 
Leukozytosen ist [30]. Da ein einmalig über 11000/µl liegender Wert noch keine 
Krankheit signalisiert, dürfte auch bei dem zweiten betroffenen Probanden keine ein-
deutige Pathologie des weißen Blutbildes vorliegen. Kausal dafür war eine Erhöhung 
der Granulozyten, die den Grenzwert von 8500/µl überschritten. Sowohl Lympho-
zyten als auch Monozyten lagen im Normbereich. 
Verursacht die Apherese keine massiven Leukozytenverschiebungen im Sinne einer 
Leukozytose, so gibt es doch meßbare, signifikante Veränderungen. 
Die signifikante Abnahme der Leukozyten nach Apherese  zeigt, daß die gewünsch-
ten Zellen aus dem Blut entfernt wurden, nämlich überwiegend Lymphozyten und 
Monozyten, während die neutrophilen Granulozyten anstiegen.  
Der Vergleich zu der Studie von Bryant et al., in der die Veränderungen im weißen 
Blutbild nach einer 450 ml-Vollblutspende an 12 Probanden untersucht wurde, zeigt, 
daß der Abfall der Leukozyten in unserer Untersuchung geringer ist (475 zu 667/µl). 
Durch die Apherese gehen, wie zu erwarten, mehr Lymphozyten verloren (587 zu 
292/µl), aber die Absolutzahl der neutrophilen Granulozyten steigt um 174/µl an; bei 
der Vollblutspende sinken die Neutrophilen um 233/µl [31]. Das maschinelle Umwäl-
zen des Blutes scheint Granulozyten zu mobilisieren, der reine Aderlaß dagegen ver-
ursacht dies nicht. 
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Einige Ursachen sind bekannt, die zur Erhöhung von neutrophilen Granulozyten im 
peripheren Blut führen. So können körperliche Aktivitäten und Traumen, Infektionen  
oder entzündliche Erkrankungen zu Grunde liegen. Auch die Blutung ist eine häufige 
Ursache [32]. Da die Apherese mit einem akuten "Blutverlust" vergleichbar ist, 
könnten ähnliche Mechanismen, die bei Blutungen eine Rolle spielen, am Granulo-
zytenanstieg beteiligt sein. Mögliche Einflußfaktoren sind auch der Kontakt mit 
Fremdoberflächen, der über Adhäsionsmoleküle eine Aktivierung diverser Leuko-
zyten auslöst, Veränderungen der Rheologie (z.B. Strömungsturbulenzen) und Be-
einflussung der Hämostase durch die Antikoagulation. Auffällig ist, daß nicht nur un-
mittelbar nach Apherese, sondern auch 3 Tage später diese Erhöhung nachweisbar 
ist. Folglich scheinen nicht nur kurzfristig mehr Zellen aus dem Marginalpool und der 
Knochenmarksreserve in die Zirkulation ausgeschwemmt zu werden, sondern es ist 
auch die Granulozytenproduktion offenbar gesteigert. Dies könnte Ausdruck der Akti-
vierung von lymphozytären und monozytären Zellen sein, die durch erhöhte Zytokin-
expression eine Steigerung der Granulopoese bewirken [33].  
Die Apherese ist scheinbar ein Trigger, der groß genug ist, um neutrophile Granu-
lozyten für mindestens eine Woche zu mobilisieren. Unklar bleibt, ob sich dieser Ef-
fekt nach wiederholter Apherese zeigt oder sich eine Adaptation einstellt. Konnten 
doch Lange et al. in einer Studie an Vollblutspendern mit mehr als 10 Spenden in 
einem Zeitraum von 48 Monaten und an Thrombozytenspendern, die mindestens 
10mal in 2 Jahren apheresiert worden waren, zeigen, daß die Granulozytenzahl im 
Vergleich zu Voruntersuchungen signifikant absinkt [34].   
Haben die Monozyten bereits 24 Stunden nach der Apherese wieder den Ausgangs-
wert erreicht, liegen die Lymphozyten am Postapheresetag nicht signifikant, aber 
deutlich über dem Ausgangswert. Reaktive Lymphozytosen sind in erster Linie im 
Rahmen bestimmter Infektionen bekannt, bei denen virale oder bakterielle Antigene 
eine humorale oder zytotoxische Immunantwort auslösen. Auch wenn der Lympho-
zytenanstieg keine pathologischen Dimensionen erreicht, kann man spekulieren, daß 
der Blutkontakt mit einer Fremdoberfläche zu einer mäßigen Antigenreaktion führt.  
Auch die Einschwemmung kleinster Partikel in die Zirkulation könnten dafür ursäch-
lich sein. Es scheint sich nur um einen kurzfristigen Effekt zu handeln, denn bereits 
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al. beschreiben auch transiente Lymphozytopenien nach Stammzellapherese, die 
aber asymptomatisch und selbstlimitierend verliefen [35].  
In der bereits oben erwähnten Studie von Lange et al. zeigt sich bei längerfristiger 
Thrombozyten- bzw. Vollblutspende ein Lymphozytenabfall. Bei Absammlung in 
kurzen Intervallen scheint der Körper den Verlust nicht mehr ausgleichen zu können, 
was nach einmaliger Apherese noch gelingen kann.  
5.1.2 Lymphozytensubpopulationen 
Santagostino et al. führten 1999 eine multizentrische Studie durch, um Referenz-
werte für Lymphozytensubpopulationen zu definieren. Als Mittelwert für die T-
Helferzellen ermittelte er 940/µl. Wir wiesen vor Apherese im Schnitt 980/µl T-
Helferzellen nach. Bei den T-Suppressorzellen liegt der Referenzwert bei 551/µl; 
unser Mittelwert lag vor der Blutspende bei  623/µl. Der Normalwert der B-Zellen wird 
mit 231/µl angegeben; 273/µl war unser Durchschnittswert vor Apherese. Bei den 
NK-Zellen liegt die Norm bei 278/µl; wir wiesen 302/µl vor Absammlung nach [36]. 
Damit scheinen unsere Messungen im Bereich einer tolerablen Schwankungsbreite 
zu liegen und Ausdruck eines gesunden Spendergutes zu sein. 
Bei den einzelnen Lymphozytensubpopulationen zeigen sich zwei verschiedene Ver-
laufsmuster: Die Schwankungen der B-, T-Helfer- und T-Suppressorzellzahlen ver-
halten sich analog, während die Veränderungen der NK-Zellzahlen davon abwei-
chen. Erstere fallen unmittelbar nach Apherese ab, zeigen einen deutlichen, aber 
nicht signifikanten Anstieg 24 Stunden später und weisen am 3. Tag den Ausgangs-
wert auf. NK-Zellen hingegen erreichen nach dem Abfall durch die Apherese auch 24 
Stunden später ihren Ausgangswert nicht. Sie sinken am 3. Tag wieder ab und liegen 
signifikant unter dem Wert vor Apherese. Der tendenzielle Verlauf im Beobachtungs-
zeitraum ist also identisch. Da durch die Apherese relativ mehr NK-Zellen als Lym-
phozyten abgesammelt werden, scheint der Körper den Verlust nicht in gleichem 
Maße kompensieren zu können. Ursächlich könnte die geringere Speicherung oder 
die kürzere Lebenszeit der Zellen sein. 
 
Ähnliche Studien untersuchen stets die Auswirkung an Spendern, die G-CSF zur 
Mobilisierung der Stammzellen erhalten haben. So wiesen Martinez et al. an 20 zyto-
kinstimulierten Probanden nach, daß 7 Tage nach der Apherese eine Lymphozyto- 
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penie besteht, die T-Helfer-, T-Suppressor- und B-Zellen betrifft. Binnen der wei-
teren 2 Messungen (nach 1 und 3 Monaten) bildete sich diese zurück. Die NK-Zellen 
zeigten diesen Abfall nicht [37]. Die Apherese nach Zytokinstimulation hat folglich an-
dere Auswirkungen als die reine Apherese, aus der kurzfristig ein Defizit an NK-Zel-
len resultiert. Möglicherweise werden die Knochenmarkreserven für die Lymphozyten 
durch die G-CSF Gabe in höherem Maße erschöpft, als die der NK-Zellen. 
Langzeitfolgen konnten in einer Untersuchung an Spendern 1 Jahr nach Apherese 
ausgeschlossen werden [38]. 
Im Vergleich zur Vollblutspende sinken die Lymphozytenzahlen wie zu erwarten 
deutlicher. Werden den Blutspendern nur 7% der T-Helferzellen entzogen, verliert 
der Apheresespender 19%. Der Verlust an T-Suppressorzellen beträgt bei der Blut-
spende 19%, bei der Apherese 25%. 12% der B-Zellen werden durch Vollblutspen-
de abgesammelt, bei der Apherese 15%. Das Defizit der NK-Zellen beträgt 41% zu 
48% beim Vergleich Vollblutspende zur Apherese [39].  
Das Defizit an T-Helferzellen (CD3+CD4+) ist beim Apheresespender wesentlich 
ausgeprägter. Hierzu wurden bisher keine Daten erhoben. Vergleichszahlen liegen 
nur für Dauervollblutspender (mindestens 10 Spenden) vor. Diese weisen nach der 
Spende ein signifikantes Defizit an NK-Zellen und T-Suppressorzellen auf: Die NK-
Zellen sinken um 52%, die T-Suppressorzellen um 32% [40]. 
Untersuchungen an Thrombozytenspendern wurden nur in Langzeitstudien durchge-
führt. Die Ergebnisse sind konträr: Lange et al. sprechen in ihrer Studie von signifi-
kanten Verlusten der NK- und T-Suppressorzellen (34% bzw. 26%) [41]. Carrero et 
al. fanden keine Veränderungen der Lymphozytensubpopulationen [42].   
Zotti et al. führten eine Analyse der Lymphozytensubpopulationen bei Lungentrans-
plantierten durch, um etwaige Veränderungen in klinischen Situationen aufzudek-
ken. So wiesen Patienten mit postoperativen Infektionen ein Defizit von 42% bei NK-
Zellen und T-Suppressorzellen sowie 7% bei T-Helferzellen auf [43]. Die Apherese 
mindert die entsprechenden Zellen um 48%, 25% und 19%. Eine Untersuchung an 
nicht Immunsupprimierten, die an Infektionen leiden, wäre wünschenswert, um auch 
die Absolutzahlen vergleichen zu können. So könnte man die Vermutung bestätigen 
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Die Untersuchung der CD45RA+ T-Helferzellen sollte prüfen, ob die Apherese Ein-
fluß auf den Pool der naiven T-Zellen hat. Bei CVID-Patienten ist gerade das Defizit 
dieser Population bekannt [44]. Wir konnten im Verlauf der Untersuchung keinen 
Unterschied zu den gesamten CD4+ Zellen aufzeigen.  
Die CD8+/HLA-DR+ Zellen sind aktivierte T-Suppressorzellen. Die Beurteilung der 
Auswirkungen der Apherese auf diese Zellpopulation fällt schwer. Die interindividu-
ellen Unterschiede sind zu groß, um eine statistische Aussage zu treffen. Der Anteil 
aktivierter T-Suppressorzellen korreliert nicht mit dem Verlauf der CD8+ Zellzahl. 
5.1.3 Zytokinproduktion 
Wir untersuchten in unserer Studie die IFN-γ Produktion von T-Helferzellen, T-Sup-
pressorzellen und NK-Zellen sowie die IL-2 Produktion von T-Helferzellen. 
Es konnte gezeigt werden, daß die IFN-γ Produktion von T-Helfer- und T-Suppres-
sorzellen unmittelbar nach Apherese und 24 Stunden später gegenüber dem Aus-
gangswert signifikant anstieg, während die NK-Zellen kaum Veränderungen zeigten. 
IFN-γ steigert vor allem die Phagozytose, Bakterizidie und die Funktion als antigen-
präsentierende Zellen von Monozyten und Makrophagen; durch eine gesteigerte 
Expression der MHC-Moleküle der Klasse I und II werden die Funktionen der T-Hel-
fer- und T-Suppressorzellen verändert. Die NK-Zellen werden in ihrer zytotoxischen 
Funktion verstärkt [45]. 
Andere Studien, die den Einfluß der Apherese auf die Zytokinexpression untersu-
chen, liegen bisher nicht vor. North et al. untersuchten die Unterschiede der IFN-γ 
Produktion der CD4-positiven und CD8-positiven Zellen bei CVID-Patienten im Ver-
gleich zu einer Normalpopulation. Sie konnten zeigen, daß signifikant mehr Zellen 
von CVID-Patienten, sowohl T-Helfer- wie T-Suppressorzellen, IFN-γ produzieren 
[46]. Dies bestätigte sich für die T-Suppressorzellen auch in einer weiteren Arbeit 
[47]. North wertet das erhöhte IFN-γ, das als proinflammatorisches Zytokin bekannt 
ist, als Zeichen eines entzündlichen Geschehens und einer überaktiven Th1-Antwort. 
IFN-γ gilt zudem als einer der wichtigsten Makrophagenaktivatoren [48]. 
Die Apherese könnte also einen Stimulus bedeuten, der dem eines entzündlichen 
Geschehens vergleichbar ist und eine Aktivierung der T-Lymphozyten hervorruft. 
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phase der Reaktion scheint es der oder doch einer der entscheidenden Modulatoren 
zu sein. Transfusion von Nabelschnurblut führt wesentlich seltener zu einer GvHD 
als die Übertragung von adulten Blutzellen; die genaue Untersuchung des Zytokin-
profils dieser Zellen ergab, daß  Lymphozyten aus Nabelschnurblut signifikant weni-
ger IFN-γ nach Stimulation produzieren als Zellen eines Erwachsenen [49]. Somit 
scheint die Zytokinproduktion auch Ausdruck eines voll funktionsfähigen Immun-
systems zu sein. Han and Hodge werfen sogar die Frage auf, ob die immunolo-
gischen Kompetenz nach einer Transfusion von Nabelschnurblut gewährleistet ist.  
Die Apherese greift in das System der Lymphozyten folglich nicht schwächend, son-
dern aktivierend ein. Die funktionsfähige Immunabwehr scheint bei gesunden Spen-
dern erhalten zu bleiben. 
Während T-Zellen durch die Apherese zu einer gesteigerten Interleukinproduktion 
angeregt werden, zeigen die NK-Zellen keinen signifikanten Unterschied in der IFN-γ 
Produktion. Das Fehlen einer Reaktion könnte man zum einen in der Hinsicht werten, 
daß das NK-Zellsystem von der Apherese unbeeinflußt bleibt. Die fallende Absolut-
zahl der NK-Zellen und die deutliche Reaktion der T-Zellen legen zum anderen die 
Überlegung nahe, die fehlende Stimulierbarkeit als eine Funktionseinschränkung zu 
werten.  
Über die NK-Zellaktivität gibt es einige Untersuchungen, die nicht Zytokine bestim-
men, sondern einen 51Cr-release assay durchführen, um die Funktion zu bewerten. 
Eine eingeschränkte NK-Zellaktivität ist als Folge der Bluttransfusion bekannt [50].  
Heiss et al. konnten darüber hinaus zeigen, daß ein allogenes Blutprodukt die Akti-
vität stärker unterdrückt als ein autologes. Sie wiesen auch eine Reduktion der NK-
Zellaktivität beim Spender nach [51]. Blutverlust im Sinne einer Blutspende 
beeinträchtigt die Funktion der NK-Zellen. Gleiches scheint für die Apherese zu 
gelten. 
Analog zu den T-Zellen zeigen auch die NK-Zellen des Nabelschnurblutes eine we-
sentlich geringer ausgeprägte IFN-γ Produktion als die Zellen Erwachsener, so daß 
auch hier das IFN-γ als Marker eines reifen, intakten Immunsystems gelten kann [52]. 
(Ein Vergleich der Absolutzahlen scheint nicht sinnvoll, da sowohl in dieser wie auch 
in den oben erwähnten Studien unterschiedliche Mengen PMA und Ionomycin zur 
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Das Ausbleiben der gesteigerten Zytokinprodukton nach der Apherese scheint in 
Anbetracht der übrigen Ergebnisse eher als ein durch die Apherese verursachtes 
Funktionsdefizit gewertet werden zu können. 
Taga et al. nennen in ihrer Studie Granulozyten als Faktor der unterdrückten NK- 
Zellaktivität bei Patienten mit aplastischer Anämie [53]. Könnte die gestiegene Gra-
nulozytenzahl nach der Apherese auch am Ausbleiben des Anstiegs der IFN-γ Pro-
duktion von NK-Zellen ursächlich beteiligt sein? 
 
Die IL-2 Produktion von T-Helferzellen verhält sich analog zu der IFN-γ Produktion; 
sie steigt nach Apherese signifikant an und erreicht ihr Maximum nach 24 Stunden. 
Interleukin-2 ist ein wichtiges Zytokin, das T-, B- und NK-Zellen zu Wachstum stimu-
liert [54]. Auch eine gesteigerte NK-Zellaktivität und zytolytische Aktivität der zyto-
toxischen T-Lymphozyten wird durch IL-2 beobachtet.  
Es spielt in der Diskussion um die Modulation der GvHD neben dem IFN-γ eine 
wesentliche Rolle. Auch hier produzieren die vermeintlich häufiger GvHD auslö-
senden Zellen Erwachsener mehr IL-2 [55]. Die Produktion von IL-2 scheint für eine 
effektive Immunantwort essentiell zu sein. CD4+ Zellen von HIV-Positiven produ-
zieren nach Westby et al. signifikant weniger IL-2 [56]. Wie schon in der Unter-
suchung der IFN-γ Produktion zeigt sich auch hier kein schwerwiegender Eingriff in 
das Immunsystem oder gar ein Verlust der Immuninkompetenz. 
Das parallele Verlaufsmuster von IL-2 und IFN-γ spiegelt eine Th1-Helferzellakti-
vierung wider. Die bereits oben erwähnte Vorstellung, die Apherese führe zu einem 
entzündungsähnlichen Zustand unmittelbar nach der Apherese, wird damit unter-
stützt. Stellen doch die IL-2 und IFN-γ produzierenden Th1-Helferzellen die Gruppe 















5.2 Mögliche Auswirkungen auf den Spender  
5.2.1 Zelluläre Verschiebung 
Die Einschätzung der klinischen Relevanz der zellulären Veränderungen durch die 
Apherese fällt schwer. Lange et al., die vergleichbare Schwankungen im weißen 
Blutbild bei Vollblutspendern und Thrombozytenspendern untersucht haben, lassen 
die daraus resultierenden Folgen undiskutiert und sprechen von einer noch zu klä-
renden klinischen Relevanz [57]. Auch Martinez et al. äußern keine denkbaren klini-
schen Auswirkungen der von ihnen an 20 mit G-CSF stimulierten Spendern nach der 
Apherese festgestellten Lymphozytopenie [58].  
Am ehesten klinisch relevant könnte die sich unmittelbar nach der Apherese bietende 
Situation sein: eine Verminderung der Lymphozyten - und aller gemessenen Subpo-
pulationen - sowie die milde Erhöhung der Granulozyten. Rein quantitativ erinnert 
diese Konstellation an den Beginn einer Entzündung. Qualitativ sind die Verände-
rungen mutmaßlich zu gering, als daß tatsächlich Symptome zu erwarten wären. So 
beschreiben Byrant et al. z.B. in ihrer Studie an Vollblutspendern das Auftreten von 
Krankheiten erst bei Probanden, deren T-Helferzellzahl unter 300/µl liegen [59]. 
Derart deutliche Veränderungen wurden in unserer Untersuchung bei keinem Pro-
banden gemessen. 
Anderlini et al. sprechen in ihrem in Blood erschienen Artikel „Allogenic Blood Stem 
Cell Transplantation: Considerations for Donors“ sogar davon, daß die beobachteten  
postapherisären Zytopenien generell asymptomatisch und selbst limitierend seien 
[60]. Sie schließen somit jegliche gesundheitliche Folgen für den Spender aus. 
Wir konnten zeigen, daß die Verluste an B-, T-Helfer- und T-Suppressorzellen be-
reits nach 24 Studen überschießend kompensiert sind; dies unterstützt Anderlinis 
Postulat von der unbedenklichen postapherisären Zytopenie. Ob jedoch der in un-
serer Studie gezeigte Verlust an NK-Zellen, der auch am 3. Postaphersetag noch 
signifikant ist, keine Bedeutung hat, kann bezweifelt werden. Biron et al. beschrei-
ben die wesentliche Bedeutung  der NK-Zellen in der ersten Abwehr von viralen 
Infektionen [61]. Auch an der antibakteriellen Wirkung der NK-Zellen besteht kein 
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kontrolle [62]. So erscheint die unspezifische Abwehr durch die Minderung der NK-
Zellen geschwächt. Die klinische Relevanz ist jedoch unklar. 
 
5.2.2 Veränderte Funktion von T- und NK-Zellen 
 
Untersuchungen über den Einfluß einer Zytapherese auf die T- und NK-Zellfunktion 
gibt es bisher nicht. Der Anstieg der IFN-γ und IL-2 Produktion der T-Zellen durch die 
Apherese stellt eine Form der Aktivierung dar. Das Immunsystem reagiert darauf mit 
einer Th1 gewichteten Antwort. Die T-Zellen bleiben also funktionsfähig und erschei-
nen sogar aktiviert. Ob die gesteigerte Zytokinproduktion der einzelnen Zelle das  
quantitative Defizit ausgleichen kann, bleibt spekulativ. Am Tag 1 nach der Apherese 
besteht eine Aktivierungssteigerung im T-Zellsystem, da die Zellzahl und die IFN-γ 
bzw. IL-2 Produktion zugenommen haben. 
Bedeutungsvoller könnte das Ausbleiben der IFN-γ Produktion der NK-Zellen sein. 
Da, wie oben beschrieben, die NK-Zellen wesentlich an der Abwehr von viralen oder 
bakteriellen Infektionen beteiligt sind, ist eine erhöhte Infektanfälligkeit nach der 
Apherese möglich, zumal die NK-Zellen qualitativ und quantitativ vermindert sind. 
Neben ihrer antiinfektiven Funktion spielen die NK-Zellen auch in der Abwehr malig-
ner Zellen eine Rolle. Blumberg und Hael zeigten in einer Metaanalyse, daß die 5-
Jahres-Überlebens-Wahrscheinlichkeit von Patienten, die an einem Kolorektalkarzi-
nom erkrankt waren, damit korreliert, ob vorher eine NK-Zellsupprimierung durch 
Bluttransfusion stattgefunden hat oder nicht: das Überleben lag bei 52 % von nicht 
Transfundierten und bei 31 % von Transfundierten [63]. Die NK-Zellen gelten somit 
als protektiv gegen das Auftreten von Metastasen. Auch bei der Abwehr von Leukä-
miezellen sind sie beteiligt [64]. 
Unter diesen Gesichtspunkten könnte durch die Schwächung des NK-Zellssystems 
die Apherese möglicherweise Bedeutung für die Gesundheit des Spenders, 
insbesondere eines autologen Stammzellspenders mit maligner Erkrankung, haben. 






48       Diskussion 
 
5.3 Einfluß auf die Anwendung der Apherese 
 
Betrachtet man die zellulären und funktionalen Veränderungen durch die Apherese 
zeigt sich im T-Zellsystem, einem Teil des spezifischen Immunsystems, eine 
Schwankung der Zellzahlen, die bereits am 3. Tag nach der Apherese wieder im 
Ausgangsbereich liegen. Die geringe Aktivierung dürfte keine weiter reichenderen 
Konsequenzen für den Probanden haben. Somit ist auch die generelle Empfehlung 
(Richtlinien der DGTI zur Stammzellapherese) einer einfachen Blutkontrolle direkt 
nach der Apherese gerechtfertigt.  
Leicht konträr erscheint die Situation im NK-Zellsystem - einem Bestandteil des un-
spezifischen Immunsystems -, denn hier reicht ein Beobachtungszeitraum von 3 Ta-
gen nicht aus, um ein Erreichen des Ausgangswertes festzustellen.  
Da eine klinische Relevanz denkbar ist, wäre eine weiterführende klinische Unter- 
suchung dieser Ergebnisse notwendig. So bleibt die postapherisäre NK-Zellzahl nach 
mehr als 3 Tagen zu kontrollieren und der Zusammenhang zwischen anhaltender 
NK-Zellsuppression und einer Infektneigung zu klären. 
Neben den rheologischen Veränderungen rechtfertigen diese Ergebnisse das Anra-
ten einer körperlichen Schonung nach der Apherese. Weitreichendere Maßnahmen 




























In der vorliegenden Arbeit wurden die kurzfristigen Einflüsse der Leukapherese auf 
das zelluläre Immunsystem des Spenders untersucht. Dafür wurden die Leukozyten-
subpopulationen quantitativ bestimmt. Des weiteren wurde die Interferon-γ und Inter-
leukin-2 Produktion der T-Zellen und die Interferon-γ Produktion von NK-Zellen un-
tersucht. 
24 gesunde Spender wurden mit dem MNC-Programm am Cobe Spectra Gerät 
apherisiert, wobei das zweifache Blutvolumen prozessiert wurde. Die Blutabnahmen 
erfolgten vor und unmittelbar nach Apherese, sowie 24 und 72 Stunden nach Apher-
ese.  
Die Bestimmung der Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten, bzw. derer Sub-
populationen (T-Helfer-, T-Suppressor-, B- und NK-Zellen) erfolgte durchflußzyto-
metrisch. 
Die Zytokinproduktion von T- und NK-Zellen wurde nach Dichtezentrifugation und 
5stündiger Kultivierung der mononukleären Zellen, die zuvor mit PMA und Ionomy-
cin stimuliert wurden, ebenfalls durchflußzytometrisch detektiert.  
Es konnte für die Leukozyten ein Verlust von 475/µl durch die Apherese gezeigt 
werden, der durch eine Abnahme an Monozyten und Lymphozyten verursacht war. 
Die Monozyten erreichten ihr Ausgangsniveau bereits 24 Stunden später, während 
die Lymphozyten nach einer überschießenden Kompensation am 1. Tag (Zuwachs 
von 183/µl) am 3. Tag auf den Anfangswert fielen. Die nach 72 Stunden erhöhte Leu-
kozytenzahl (plus 533/µl)  erklärte sich aus der deutlichen Mobilisierung der zirkulie-
renden Granulozyten. Die Lymphozytensubpopulationen spiegelten mit Ausnahme 
der NK-Zellen den Verlauf der Gesamtlymphozyten wider. Die NK-Zellen zeigten 
eine deutliche Abnahme in der Quantität (48% im Vergleich zum Anfangswert), die 
auch nach 72 Stunden nicht ausgeglichen wurde. 
Sowohl die Interferon-γ Produktion als auch die Interleukin-2 Produktion der T-Zellen 
war nach der Apherese erhöht. Die Interferon-γ Produktion der NK-Zellen hingegen 
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Sowohl die durch die Apherese hervorgerufene Erhöhung der Granulozyten, B- und 
T-Lymphozyten als auch die gesteigerte Zytokinproduktion der T-Zellen können als 
Stimulierung des Immunsystems bewertet werden. Hingegen erscheint die Interfer-
on-γ Produktion der NK-Zellen nach der Apherese unbeeinflusst. Ihre zirkulierende 
Zahl sinkt und wird auch nach 3 Tagen nicht kompensiert. 
Aufgrund dieser Ergebnisse kann man divergierende Effekte einer Leukapherese auf 
das spezifische und unspezifische zelluläre Immunsystem vermuten. Die klinischen 














7.1. Zellzahlen  




Patientennr. vorher nachher 24 h 3-6 d 
1 5400 5200 5800 5400
2 6300 7100 7800 7100
3 5900 5600 4900 5900
4 8800 6800 9200 9200
5 7300 8200 7700 7900
6 5200 4400 6200 7100
7 9600 8300 10300 10900
8 3800 4800 5200 6100
9 5900 5300 4500 5500
10 5200 4800 5700 7400
11 5700 6500 6200 7100
12 6700 4600 6100 6500
13 7600 9200 8700 7300
14 6800 4700 6800 6800
15 8400 6300 9000 6300
16 6100 6800 7500 7300
17 6900 5700 7300 8500
18 9500 9700 10800 10100
19 6800 5900 5700 6800
20 13500 12500 12900 11200
21 9400 8700 11000 12900
22 4500 4000 5000 5000
23 6400 5900 5700 6400


















Patientennr. vorher nachher 24 h 3-6 d 
1 2268 2756 3016 2700
2 4410 5396 6084 5041
3 3658 4312 3136 4130
4 5208 3906 5760 4221
5 5456 5032 5520 5796
6 4088 5084 3619 5688
7 3380 2948 3844 4970
8 6336 6474 7828 7739
9 2926 3840 3328 4758
10 3481 3180 2475 3630
11 3380 3600 2793 4958
12 3249 4290 3906 4757
13 3886 3404 3477 3640
14 4864 6072 5307 5037
15 3808 2867 4216 3536
16 4026 5168 5325 5183
17 4278 3990 4599 6120
18 6555 7566 6804 6868
19 3060 3894 3420 4556
20 10260 9625 10320 8176
21 6862 6525 6930 8772
22 2475 2760 2750 2900
23 4544 4307 3876 4224




Patientennr. vorher nachher 24 h 3-6 d 
1 216 156 174 270
2 441 284 390 426
3 354 224 245 295
4 588 504 630 441
5 440 272 460 460
6 438 492 462 553
7 312 308 434 426
8 768 498 515 654
9 190 240 312 305
10 472 424 360 330
11 260 144 342 296
12 171 260 248 213
13 469 230 366 390
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15 476 282 476 612
16 366 408 450 438
17 483 399 584 425
18 475 291 540 505
19 476 354 285 272
20 675 625 516 560
21 470 348 550 516
22 225 80 250 200
23 320 118 285 256





Patientennr. vorher nachher 24 h 3-6 d 
1 2920 2280 2610 2380
2 1510 1420 1330 1630
3 1890 1000 1470 1420
4 2640 2040 2670 2484
5 2410 1800 2700 2530
6 1980 1410 4660 1490
7 2690 2160 3300 2620
8 1030 770 940 1400
9 1060 850 1350 940
10 1720 1540 2170 2000
11 1710 1430 2790 2060
12 2680 1380 2010 1890
13 2660 1930 3220 2770
14 1970 1220 2110 1430
15 3110 2080 2880 2460
16 1710 1230 1730 1750
17 2140 1310 2120 1870
18 2570 1840 3350 2730
19 3200 1710 2000 1900
20 2570 2250 1940 2460
21 2160 1740 3520 3610
22 1800 1120 2000 1900
23 1410 1180 1370 1730















Patientennr. vorher nachher 24 h 3-6 d 
1 292 296 287 262
2 181 170 160 212
3 208 150 221 227
4 396 367 427 422
5 289 270 378 354
6 297 268 746 164
7 350 367 396 445
8 103 85 103 182
9 127 119 189 132
10 206 185 304 180
11 171 172 279 247
12 348 193 281 265
13 319 290 419 360
14 374 256 443 329
15 404 312 346 271
16 120 123 156 193
17 235 197 212 318
18 308 276 469 328
19 288 137 180 133
20 411 383 272 344
21 324 278 493 469
22 216 123 260 228
23 226 212 192 294




Patientennr. vorher nachher 24 h 3-6 d 
1 1520 1240 1280 1360
2 710 690 610 620
3 710 690 610 620
4 1140 920 1140 1240
5 915 740 1160 1138
6 770 660 2000 540
7 1130 1020 1420 1310
8 450 380 460 660
9 510 410 590 460
10 810 750 1110 840
11 800 820 1310 1110
12 1100 610 870 750
13 1040 930 1480 1250




56       Anhang 
 
15 1680 1080 1560 1400
16 750 660 880 950
17 1130 760 1020 1010
18 1410 1120 1810 1390
19 1470 700 940
20 1230 1060 850 1080
21 1230 910 1870 1840
22 700 410 760 680
23 520 540 550 740






Patientennr. vorher nachher 24 h 3-6 d 
1 670 570 630 570
2 450 470 410 370
3 490 320 490 400
4 740 470 710 680
5 770 630 860 780
6 610 390 1490 450
7 670 520 890 730
8 230 160 230 340
9 220 180 300 200
10 580 460 630 600
11 500 370 610 600
12 860 470 640 620
13 850 700 900 780
14 510 330 490 310
15 1150 690 980 790
16 560 470 550 540
17 676 340 780 540
18 510 410 740 650
19 960 650 620 630
20 720 630 520 670
21 520 510 1020 1010
22 650 370 760 680
23 320 280 340 420
















Patientennr. vorher nachher 24 h 3-6 d 
1 380 160 310 240
2 170 140 120 100
3 510 150 180 240
4 400 220 320 200
5 360 180 430 250
6 340 110 480 340
7 540 240 560 310
8 170 90 120 170
9 260 140 310 160
10 310 230 220 560
11 340 170 670 230
12 380 150 200 270
13 430 160 320 310
14 220 60 230 200
15 340 170 290 300
16 360 160 210 180
17 130 50 150 60
18 280 70 340 330
19 420 210 220 290
20 210 140 250 320
21 90 90 210 250
22 290 240 360 290
23 170 80 120 160
24 170 140 210 200
 
CD8/HLA-DR positive Zellen: 
 
Patientennr. vorher nachher 24 h 3-6 d 
1 263 228 26 143
2 60 57 27 310
3 132 50 132 114
4 238 163 240 248
5 410 324 405 278
6 99 42 186 89
7 188 108 231 183
8 41 46 56 112
9 53 43 95 38
10 86 46 65 180
11 68 43 112 103
12 134 83 40 170
13 133 116 161 111
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15 249 104 173 74
16 239 185 173 158
17 128 52 106 112
18 154 110 235 164
19 224 137 180 152
20 180 158 194 246
21 86 104 317 217
22 144 67 240 190
23 56 47 96 121
24 305 215 262 314
 
 
CD4/CD45RA positive Zellen: 
 
Patientennr. vorher nachher 24 h 3-6 d 
1 1079 868 909 993
2 405 380 360 353
3 405 345 323 335
4 502 414 479 546
5 458 303 568 592
6 347 244 960 200
7 475 388 696 524
8 194 152 184 244
9 117 78 148 97
10 462 353 644 412
11 456 435 812 588
12 429 177 322 248
13 582 493 844 713
14 553 333 514 334
15 202 119 218 154
16 383 337 466 466
17 215 152 245 192
18 268 224 398 348
19 706 287 461 369
20 566 466 391 497
21 590 391 879 883
22 147 90 167 136
23 296 292 319 385
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7.2 Zytokinproduktion  
(Angaben in % der Subpopulation) 
 
IFN-γ in T-Helferzellen: 
 
Patientennr. vorher nachher 24 h 3-6 d 
1 2,16 3,00 0,31 n.d.
2 1,60 2,81 4,61 n.d.
3 4,54 9,06 1,58 3,03
4 2,66 3,23 7,67 3,88
5 4,85 9,35 5,03 2,88
6 3,07 3,68 3,95 3,40
7 3,53 6,08 3,06 7,03
8 2,71 2,35 3,54 6,16
9 11,30 11,93 6,22 6,75
10 3,06 6,75 4,49 1,51
11 3,32 7,41 3,17 4,61
12 4,62 10,51 11,19 4,31
13 10,01 6,61 7,24 7,84
14 2,66 2,71 4,17 2,51
15 17,50 12,93 20,36 8,36
16 4,67 6,14 6,71 3,82
17 4,31 7,22 14,23 12,15
18 5,86 8,68 11,23 7,96
19 5,11 8,06 6,35 6,69
20 5,34 5,34 7,74 3,63
21 2,26 2,52 7,52 6,34
22 7,05 11,37 18,28 21,06
23 6,66 6,94 9,56 7,09
24 9,80 9,46 10,57 10,32
 
Il-2 in T-Helferzellen: 
 
Patientennr. vorher nachher 24 h 3-6 d 
1 2,29 4,95 0,43 n.d.
2 3,54 3,15 6,40 n.d.
3 9,60 10,61 3,63 7,83
4 5,33 9,52 20,01 8,08
5 9,78 10,06 7,66 7,89
6 7,17 8,40 7,05 10,02
7 9,58 11,12 6,99 15,70
8 12,24 9,90 10,37 15,96
9 22,95 20,51 6,84 8,71
10 8,98 13,10 11,54 6,99
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11 9,97 11,73 11,38 6,01
12 4,55 10,30 8,83 6,13
13 17,77 8,80 12,24 11,40
14 5,66 4,85 5,05 6,70
15 10,10 8,40 8,96 3,48
16 2,17 7,70 11,65 6,63
17 11,97 14,77 23,75 21,49
18 8,88 16,07 20,39 15,13
19 14,24 15,71 7,72 8,15
20 9,69 9,25 13,00 7,19
21 2,43 5,90 22,53 14,66
22 2,34 9,10 24,86 22,51
23 16,39 19,50 21,59 20,01
24 18,70 16,85 20,87 17,86
 
 
IFN-γ in T-Suppressorzellen: 
 
Patientennr. vorher nachher 24 h 3-6 d 
1 2,33 0,03 0,30 n.d.
2 2,59 3,52 3,83 n.d.
3 7,58 11,70 1,40 3,77
4 4,77 3,93 7,98 4,39
5 6,68 9,55 6,49 3,60
6 5,96 4,67 1,86 3,80
7 4,38 6,48 4,32 9,28
8 3,55 5,81 3,16 4,76
9 12,13 11,61 6,53 10,62
10 2,78 5,89 3,34 3,41
11 3,23 7,32 4,84 4,54
12 6,08 11,94 10,58 11,93
13 11,90 7,33 9,28 10,10
14 4,14 6,00 6,74 2,09
15 16,52 11,95 20,40 8,04
16 2,01 7,32 8,48 4,31
17 5,34 8,83 16,98 11,99
18 7,38 10,27 14,33 8,59
19 8,93 12,99 8,28 9,32
20 7,63 6,77 9,06 7,97
21 1,03 3,73 10,80 7,33
22 8,68 13,02 23,85 25,61
23 10,87 9,50 15,23 11,09
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IFN-γ in T-Zellen: 
Patientennr. vorher nachher 24 h 3-6 d 
1 2,47 1,39 0,39 n.d.
2 2,49 3,63 4,46 n.d.
3 7,75 12,34 1,57 4,08
4 4,88 3,87 8,35 4,42
5 6,87 10,22 6,92 3,85
6 5,59 4,55 2,95 4,12
7 4,44 6,70 4,16 9,48
8 3,68 4,42 3,40 5,31
9 12,78 11,85 7,45 10,48
10 3,21 6,70 4,20 3,41
11 3,92 7,70 4,72 5,16
12 6,08 11,67 10,50 8,71
13 12,37 7,59 9,25 10,63
14 4,05 5,79 6,68 2,69
15 16,92 12,64 20,29 8,14
16 2,34 7,04 8,09 4,33
17 5,59 8,61 16,85 12,22
18 7,58 10,27 13,68 8,75
19 9,13 13,18 8,73 9,64
20 7,98 7,36 9,03 6,58
21 1,72 3,58 10,29 7,89
22 8,68 13,92 23,29 24,96
23 10,84 9,71 15,41 11,33
24 14,43 13,69 15,34 15,23
 
 
IFN-γ in NK-Zellen: 
Patientennr. vorher nachher 24 h 3-6 d 
1 0,00 6,31 0,10 n.d.
2 0,86 0,25 8,65 n.d.
3 4,30 4,79 0,63 6,75
4 10,56 10,50 11,02 0,30
5 3,50 5,02 5,38 0,98
6 9,64 9,68 2,15 1,88
7 6,79 4,11 1,57 8,16
8 11,98 10,59 4,33 1,76
9 24,25 15,61 3,22 4,58
10 1,55 2,74 3,63 3,94
11 1,91 3,82 3,53 4,84
12 7,38 10,43 2,88 11,96
13 7,09 6,34 5,67 15,56
14 0,01 1,41 3,26 7,58
15 3,28 2,58 4,25 1,20
16 1,97 0,88 14,42 5,52
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17 7,72 9,90 20,94 6,84
18 2,16 9,17 8,63 10,28
19 14,72 12,07 3,63 2,93
20 7,32 1,40 2,22 5,82
21 1,92 7,91 18,75 15,08
22 5,25 5,00 11,85 17,51
23 11,40 6,41 16,39 12,53
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